Structural and functional analyses of light-gated ion transporters, and the perspective of the development of new optogenetics tools by 加藤 英明 & KATO HIDEAKI
1 
博士論文(要約)
光駆動性イオン輸送体の構造機能解析と
オプトジェネティクスへの展開
(Structural and functional analyses of light-gated ion transporters, 
and the perspective of the development of new optogenetics tools)
平成 25 年 12 月博士（理学）申請 
東京大学大学院理学系研究科
生物化学専攻
加藤	 英明
指導教員	 濡木理
2 
 
  
3 
 
インターネット公
表に関する共著者
全員の許可が得ら
れていないため、本
章については、非公
開 
  
4 
 
インターネット公
表に関する共著者
全員の許可が得ら
れていないため、本
章については、非公
開 
  
5 
 
インターネット公
表に関する共著者
全員の許可が得ら
れていないため、本
章については、非公
開 
  
6 
 
インターネット公
表に関する共著者
全員の許可が得ら
れていないため、本
章については、非公
開 
  
7 
 
インターネット公
表に関する共著者
全員の許可が得ら
れていないため、本
章については、非公
開 
  
8 
 
インターネット公
表に関する共著者
全員の許可が得ら
れていないため、本
章については、非公
開 
  
9 
 
インターネット公
表に関する共著者
全員の許可が得ら
れていないため、本
章については、非公
開 
  
10 
 
インターネット公
表に関する共著者
全員の許可が得ら
れていないため、本
章については、非公
開 
  
11 
 
略語一覧 
 
略語 正式名称 
APBS Adaptive Poisson-Boltzmann Solver 
AR3 Archaerhodopsin-3 
ATP Adenosine triphosphate 
ATR All-trans retinal 
BR Bacteriorhodopsin 
BRIL Cytochrome b562 RIL mutant 
BV biliverdin 
cAMP cyclic adenosine monophosphate 
CAPS N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid 
CBB Coomassie Brilliant Blue 
CCD charge coupled device 
cDNA complementary deoxyribonucleic acid 
CHAPSO 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-2-Hydroxy-1
-Propanesulfonate 
ChR channelrhodopsin 
CHS cholesteryl hemisuccinate 
CRBP cellular retinol binding protein 
DAG diacylglycerol 
DDM n-Dodecyl-β-D-Maltopyranoside 
DME dimethyl ether 
DMPC dimyristoylphosphatidylcholine 
(1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) 
DOPC dioleoylphosphatidylcholine 
(1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) 
eBR enhanced bacteriorhodopsin 
ECL extracellular loop 
EGFP enhanced green fluorescent protein 
EPR electron paramagnetic resonance 
FSEC Fluorescence-detection size-exclusion 
chromatography 
FT-IR Fourier transform infrared spectroscopy 
GFP green fluorescent protein 
GPCR G-protein coupled receptor 
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HEPES 4-(2-HydroxyEthyl)-1-PiperazineEthaneSulfonic acid 
HEK human embryonic kidney 
Hg hydrargyrum 
hR halorhodopsin 
ICL intracellular loop 
IFP infrared fluorescent protein 
IP3 inositol triphosphate 
IR infrared spectroscopy 
KR2 krokinobacter rhodopsin 2 
LB Luria Bertani 
LCP lipidic cubic phase 
LOV Light-Oxygen-Voltage-sensing 
Mac rhodopsin from Leptoshaeria maculans 
MES 2-Morpholinoethanesulfonic acid 
MME monomethyl ether 
MO monoolein 
Ni-NTA nickel-nitrilotriacetic acid 
NpHR Halorhodopsin from Natronomonas 
PBS phosphate buffer saline 
PEG polyethylene glycol 
PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride 
pR proteorhodopsin 
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyaclylamidegel 
electrophoresis 
Se selenium 
SeMet selenomethionine 
Sf Spodoptera frugiperda 
SFO step function opsin 
SR sensory rhodopsin 
SSFO stabilized step function opsin 
TEV tobacco etch virus 
TM transmembrane 
Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane 
T4L T4 lysozyme 
VSOP voltage sensor only protein 
XAFS X-ray absorption fine structure 
 
  
ア ミ ノ 酸 略 称 一 覧  
 
  
一文字略称 三文字略称 正式名称 一文字略称 三文字略称 正式名称 
A  Ala  alanine M Met  methionine  
C  Cys  cysteine  N  Asn  aspargine 
D  Asp  aspartic acid  P  Pro  proline 
E  Glu  glutamic acid  Q  Gln  glutamine  
F  Phe  phenylalanine  R  Arg  arginine  
G  Gly  glycine  S  Ser  serine  
H  His  histidine  T  Thr  threonine 
I  Ile  isoleucine  V  Val  valine  
K  Lys  lysine  W Trp  tryptophan  
L  Leu  leucine Y  Tyr  tyrosine  
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“An experiment is a device to make Nature speak intelligibly.” ~George Wald~  
 
 
1. 膜輸送体 
	 生命の基本単位である細胞は，疎水性の脂質膜  (生体膜 ) によって自身とそれ以外の環境を物理的に区
別している．そのため，細胞は自身の生命活動を維持するために，各種イオン，アミノ酸，糖，脂肪酸や
ビタミンといった低分子化合物などを，必要に応じて取り込み／排出を行う必要がある．こうした役割を
担っているのが生体膜上に埋め込まれた輸送体タンパク質，すなわち膜輸送体である．膜輸送体は，その
輸送の駆動力の種類によって「受動輸送を行うチャネル」と「能動輸送を行うポンプ」に大別されるが，
どちらの輸送体も「必要な時に必要な量だけ」「輸送する物質  (基質 ) を正確に選択して」輸送する必要
があるという点で共通している．膜輸送体の作動機構を考える上で最も重要な性質であるこの「輸送制御」
と「基質選択」のメカニズムを明らかにするためには、輸送体タンパク質の立体構造を手に入れることが
不可欠であると考えられる．しかし，膜輸送体を含む膜タンパク質は一般的に試料調製が難しく得られた
試料も不安定であることが多かったため，1958年に John Kendrew 博士， Max Perutz 博士が初めてタンパク
質  (ミオグロビン ) のX線構造解析に成功してから 1,2，膜タンパク質の立体構造が決定されるまでには長
い年月が必要となった．1982年， Hartmut Michel 博士らが初めて膜タンパク質  (光合成反応中心 ) の結晶
構造解析に成功し 3 ，1997年には Ehud Landau 博士らがポンプ (H+ ポンプであるバクテリオロドプシン
(BR)) の構造解析に 4 ，1998年には Roderick MacKinnon 博士らがチャネル  (K+チャネル ) の構造解析に成
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功した 5,6．その後様々な知識の蓄積や技術革新を経て，現在までに多種多様の膜輸送体の立体構造が決定
されてきている．しかし，膜輸送体の駆動力，基質選択性，輸送制御のメカニズムは同じファミリー内の
輸送体であってもそれぞれ異なっていることが多く 7,8，輸送体の作動機構に関する統一的な理解は未だ得
られていないというのが現状である． 
 
2. ロ ド プシ ン フ ァ ミ リ ー 
 膜輸送体や膜受容体のような膜タンパク質は，様々な刺激を駆動力として基質の輸送やシグナルの伝達
を行うが，そうした駆動力の 1 つに ” 光 ” がある．ヒトから微生物まで殆どの生物は光を受容し , その光
情報に応じた行動をとるが，多くの場合この光情報の受容はロドプシンファミリータンパク質によって担
われている．ロドプシンファミリータンパク質は 7 回の膜貫通ヘリックス (TM) からなる膜タンパク質で
あり，発色団としてレチナールと呼ばれる低分子が共有結合をしているという構造的特徴を持つ．ロドプ
シンファミリータンパク質の研究は古くから行われており，その歴史は1876年に Franz Boll 博士がカエル
網膜に存在する光感受性色素を発見し 9 ，翌年1877年に Willy Kuhne 博士が胆汁酸を用いてこの色素を単
離することに成功， ” ロドプシン ” と命名したところに端を発する．その後約 140 年の間に様々なロドプ
シンファミリータンパク質が発見され，現在ではその一次配列の違いから，タイプ I ロドプシン ( 微生物
型ロドプシン ) とタイプ II ロドプシン ( 動物型ロドプシン ) というサブファミリーに分類され，研究され
ている．微生物型ロドプシンと動物型ロドプシンでは，一次配列のみならず立体構造も非常に異なってお
り，また，後者のロドプシンは多くがGタンパク質共役型受容体 (GPCR) として働くのと対照的に，前者
は H+ ポンプ， Cl- ポンプ， Na+ ポンプ，陽イオンチャネル，センサーと非常に多岐に渡る機能を持つこ
とが知られている ( 図p-1)7,10．そのため，両者はどちらも 7 回膜貫通ドメインを持ち， 7 番目の膜貫通ヘ
リックス (TM) の Lys 残基とレチナールがシッフ塩基を介して共有結合しているという点で共通している
にも関わらず，進化的に共通の祖先を持たない収斂進化の関係にあると考えられてきた 11,12 ．しかし近年，
動物型ロドプシンと微生物型ロドプシンで共通している 7 本の TM の並び順には機能的な必然性が無いこ
と 13 ，レチナールがTM7の Lys 残基と結合していることに機能的な必然性が無いことが報告され 14 ，微生
物型ロドプシンの構造を持ちながら動物型ロドプシンと同じ型のレチナール分子を結合しているロドプシ
ン ( ミドルロドプシン ) が発見されたこと等から 15 ，両者の進化的関係は再考されつつある． 
 
3. 微生物型ロ ド プシ ン  
	 1876年に初の動物型ロドプシンが発見された事と比較すると，微生物型ロドプシンの歴史は比較的新し
い．しかしその歴史は， ” 細胞膜がどのような構造を取っているか ” ということすら定かではなかった
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1960年代にまで遡る．1960年代当時，細胞膜の構造に関しては大きく二つの仮説 16 ，すなわち”bilayer 
model” ( 二層に重なった脂質の更に外側を球状のタンパク質が覆っているというモデルであり，当時は
Davson-Danielli モデルとも呼ばれていた．後の流動モザイクモデルの元となっている ) と ”lipoprotein 
subunit model” ( コイル状タンパク質に脂質分子が複数ささった粒子状の lipoprotein を構成単位とし，それ
が複数寄り集まることで細胞膜が形成されるという仮説． Bilayer model との最も大きな違いは連続的な脂
質二重層を必要とするかどうかにある ) が提唱されていた．当時，赤血球影を用いて細胞膜の研究を行っ
ていた顕微鏡学者の Walther Stoeckenius 博士は，1963年に Brown 博士より発表された ” 高度好塩菌 
Halobacterium halobiumは，周囲の塩濃度が低下すると，その細胞膜が均一なサイズかつ同質の超分子複合
体に分裂する ” という lipoprotein subunit モデルを支持する論文を読み 17 ， Brown 博士の報告を検証するた
め同細菌の研究を開始した． Bob Rowen 博士との共同実験の結果， Stoeckenius博士はまもなく ”Brown 博
士が指摘した同一サイズの超分子複合体は細胞膜の一部では無く、 lipoprotein subunit モデルを支持する結
果では無い ” と結論づけたが 18 ，低塩濃度条件下において同細菌の細胞膜が異なる組成，異なるサイズの
膜画分に分離することは事実であったため，そうした膜画分に存在するであろう機能的複合体を調べるた
めに博士は同細菌の研究を続けた．当時 Stoeckenius研で博士研究員として働いていたWolf Kunau博士が紫
色の膜画分を単離・精製し， ” 紫膜”(purple membrane)と命名したのはこの当時のことである 19 ．紫膜が単
離されて程なく Stoeckenius研に博士研究員として訪れた Allen Blaurock 博士とDieter Oesterhelt博士は，X
線解析と生化学的解析を組み合わせることで，紫膜がレチナールを含む26 kDaのタンパク質からなること
を発見し 20,21 ，このタンパク質は1973年にバクテリオロドプシン(BR)と名付けられた 22 ．  Oesterhelt 博士，
Stoeckenius博士によって， BR が光エネルギーを利用して細胞内から細胞外へ H+ をくみ出すポンプとし
て働くことが明らかになり 23 ，その 2 年後には Richard Henderson 博士， Nigel Unwin 博士によって，電子
顕微鏡法により膜タンパク質としては初めてその立体構造 (6.5 Å 分解能 ) が明らかになると 24 ，以後 BR
は，簡便に精製可能であり，その生化学的性質，立体構造までが知られている当時唯一の膜タンパク質と
して膜タンパク質研究のプロトタイプとなり，同研究分野をリードしてきた 25-30 ．現在では， BR はその
分子メカニズムに関する基礎研究が最も良く知られている膜タンパク質の１つというだけでは無く，水素
燃料の触媒やホログラムメモリの材料としても利用される等，工業的応用研究が最も盛んな膜タンパク質
の 1 つとしても名高い 31-34 ． 
	 BR の発見から 6 年後の1977年，大阪大学の向畑恭男博士らは，紫膜を持たない別株のHalobacterium 
halobiumに光を照射すると， BR とは逆に細胞内の pH が増加する現象を発見し，この現象に従来の BR
とは異なるロドプシンが関与していることを見出した 35 ．このロドプシンは後に ” ハロロドプシン ”(hR)
と命名され，Brigitte Schobert博士， Janos Lanyi博士によって，このタンパク質が BR とは異なり細胞内に
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Cl- イオンを取り込む Cl- ポンプとして働いていることが見出される 36 ．また，1982，85年には，視物質
ロドプシンと同様，光情報を細胞内タンパク質の活性化へと変換するセンサリーロドプシン I, II (SRI, 
SRII) が発見され 37,38 ，微生物型ロドプシンは動物型ロドプシンと比較して多様な機能を有していること
が徐々に認知されるようになった．その後も，1999年には ” 真核生物からの初の微生物型ロドプシン ” と
してNeurospora rhodopsinが発見され 39 ，2000年には ” 真正細菌 ( 海洋微生物 ) から初の微生物型ロドプシ
ン ” としてプロテオロドプシン (pR)が発見されるなど 40 微生物型ロドプシンの世界は更なる広がりを見せ
てきたが，本研究分野の進展において１つの契機となったのが陽イオンチャネルとして働くチャネルロド
プシン (ChR) の発見と，それに伴うオプトジェネティクス技術の確立であった． 
 
4. オプ ト ジ ェ ネテ ィ ク ス ( 光遺伝学 )  
 オプトジェネティクスとは，2006年に米国スタンフォード大学の Karl Deisseroth 博士によって名付けら
れた ” 光タンパク質と遺伝学を組み合わせることで、目的の細胞や個体の性質をコントロールする技術 ”
のことを指す 41 ．オプトジェネティクスの黎明期から現在まで，もっとも良く用いられている光タンパク
質がChRであり，その発端は2002年のChRの発見に遡る． 
	 2002, 3年に初の光駆動性陽イオンチャネルである ChR1, 2 が発見されると 42,43 ，多くの研究者がこのタ
ンパク質を用いて，標的細胞の膜電位を，特に神経細胞の膜電位をコントロールすることを考えた．光に
よって神経細胞を脱分極させられるということは，光によって目的の神経細胞を任意のタイミングで興奮
させ，ひいてはその機能を解析出来ることを意味する．実際 ChR1 の発見が報告された論文において  ”… 
the use of ChR1 as a tool for measuring and/or manipulating electrical and proton gradients across cell membranes, 
simply by illumination.” と記述されていることからも分かるように 42，元々 Chlamydomonas において走光性
に関わっているこのタンパク質を ” 膜電位を操作するためのツール ” として用いるというアイディアは，
2002年当時から既に存在していたようである．そして，2005年から2006年にかけて， Hegemann 博士，
Nagel 博士らのアドバイスを受けながら培養神経細胞や線虫を用いて初めてこの実験に成功したのは，ス
タンフォード大学 Deisseroth 博士ら，ルール大学Stefan Herlitze博士ら，ヨハン・ヴォルフガング・ゲーテ
大学 Alexander Gottschalk 博士ら，ウェイン州立大学Zhuo-Hua Pan博士ら，東北大学八尾寛博士らの 5 つの
グループであった 44-48 ．そして翌年2007年には， Desisseroth 博士らのグループがChRと光ファイバーを組
み合わせることによって，生きたマウスの行動（この場合は睡眠覚醒行動）を光によって制御することに
成功する 49 ．非常に高い空間分解能，時間分解能をもって可逆的に神経細胞の活動をコントロール出来る
オプトジェネティクス技術は非常に高い評価を受け，以後，ChRを用いた各種神経回路の解析に関する論
文は増加の一途を辿ってきた 50 ．同技術は2011年には Nature Methods 誌により” Methods of the Year 2010 ”
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に選出されるに至り 50 ，今やオプトジェネティクス技術は神経回路研究という基礎研究のみならず 51-53 ，
疾患治療の理論的研究や 54,55 ，疾患治療そのものへの応用を目指して使用されつつある 56 ．また，ChRを
用いたオプトジェネティクス技術は脳科学分野のみならず心臓血管分野でも注目を集めており，2010年に
はChRを用いて心臓の拍動をコントロールすることに成功，ChRを用いたペースメーカーの開発も行われ
ている 57,58 ． 
	 ここで一つ付け加えておかなければならないのは，オプトジェネティクス技術はChRのみに留まるもの
では無いということである．2007年には， Deisseroth 博士らのグループが Cl- ポンプ型微生物ロドプシン
である hR (NpHR) を用いて神経細胞の興奮を抑制することに成功 59 ，続く2010年にはマサチューセッツ工
科大学 Edward Boyden 博士らのグループが H+ ポンプ型微生物ロドプシンであるアーキロドプシン 3 
(AR3) ， Leptoshpaeria maculans 由来 H+ ポンプ型微生物ロドプシン (Mac) を用いて神経の興奮抑制に成功
した 60 ．また2009年には Deisseroth 博士らのグループがChRと他の GPCR を融合させることで，光照射に
よって異なる 3 量体Gタンパク質とカップルしたシグナル経路を活性化させ，環状 AMP (cAMP), イノシ
トール 3 リン酸 (IP3), ジアシルグリセロール (DAG)と言ったセカンドメッセンジャーの産生を亢進させる
ことに可能にしている 61 ．ノースカロライナ大学チャペルヒル校 Klaus Hahn 博士らはオプトジェネティク
ス技術を微生物型ロドプシンの輪から更に進展させ，微生物ロドプシンとは別の光タンパク質であるフォ
トトロピンのLight-Oxygen-Voltage-sensing domain (LOVドメイン ) を利用し，光によって遺伝子発現制御を
コントロールするツール， photoactivatable-Rac (PA-Rac), PA-RhoA, PA-Cdc42 等を作製，報告している 62 ．
他方ハーバード大学Adam cohen博士らのグループは，従来のオプトジェネティクス技術を再度見直すこと
で，微生物型ロドプシンを用いて逆に神経細胞上の電位変化をモニターするインジケーターを作製するこ
とに成功している63.このように，オプトジェネティクスとは，既にその地位を確立した技術でありながら，
今なお驚くべき勢いで広がりを見せているといって過言では無い． 
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